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摘要 : 中 肠 是 苏 云 金 芽 侈 杆 菌 Bacillus thuringiensis (Bt) 发 挥 作 用 的 主要 部 位 , 中 肠 上 很 多 和 蛋白 被 认为 是 Bt 毒素 的 
结合 蛋白 。 为 了 探索 棉铃 忠 Helicoverpa armigera 对 Bt 的 抗 性 机 制 , 我 们 运用 RNA 转录 过 程 中 的 S 末端 转换 机 制 
(Switching Mechanism at 5 end of the RNA Transcript，SMART) 技术 构建 了 棉铃 虫 中 肠 的 cDNA 文库 。 先 提取 棉铃 
忠 5 龄 幼虫 中 肠 组 织 的 总 RNA, 合成 双 链 cDNA， 经 过 均一 化 处 理 后 ,， 酶 切 、 连 接 载体 、 转 化 到 大 肠 杆 菌 
Escherichia coli 感受 态 细 胞 , 最 后 进行 滴 度 测试 、 文 库 扩 增 并 进行 EST 序列 测定 。 对 该 文库 质量 分 析 表 明 : 文库 滴 
度 为 2 x10' pfu/mL, 重组 率 为 100% , 平均 插入 片段 大 于 1 kb, 全 长 率 为 50% 。 最 终 成 功 得 到 1 098 条 表达 序列 
标签 (expressed sequence tags ，ESTs) 序列 ,经 Phrap 程序 聚 类 拼接 后 得 到 789 条 单 基因 艇 (unigene), 包括 132 个 
重 符 群 (congtigs) 和 657 个 单 拷贝 (singlets) 。 将 聚 类 拼接 后 的 789 条 ESTs 序列 在 NT, NR 和 SWISSPORT 库 中 进 
行 本 地 化 搜索 ， 比 对 后 发 现 : 218 条 序列 (27. 62% ) 没有 注解 ; 119 条 序列 (15. 08% ) 注解 不 明确 ; 452 条 序列 
(57.29% ) 有 功能 注解 , 并 表达 300 多 种 基因 产物 。 构 建 的 文库 各 项 指标 均 达 到 要 求 , 该 文库 的 构建 为 棉铃 虫 中 
肠 各 类 基因 的 克隆 及 功能 分 析 葛 定 了 基础 。 
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Helicoverpa armisera ( Lepidoptera: Noctuidae) 

ZOU Lang-Yun, CAO Guang-Chun, ZHANG Qian, ZHANG Yan, LIANG Ce-Mei” , WU Kong-Ming, 
GUO Yu-Yuan (State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant 
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Abstract: Midgut is the main target for Bacillus thuringiensis ( Bt) action, and a number of insect midgut 
proteins have been proposed as putative Bt toxin receptors. In order to study the resistance mechanism of 
the cotton bollworm, Helicoverpa armigera to Bt, we constructed a larval midgut cDNA library of the 
cotton bollworm using the Switching Mechanism at 9′ end of the RNA Transcript (SMART ) technique. 
The total RNA of Sth instar larval midgut was extracted and the double-stranded cDNA synthesized. After 
the normalization treatment, cDNAs were digested and ligated into vector, and then the recombinants 
were transformed into competent cells. The titer was tested and the cDNA library was amplified and 
sequenced. The quality evaluation showed that the library had a complexity of 2 x 10° pfu/mL, and the 
recombination rate was 100%. The average length of inserted cDNA fragments was over 1 000 bp, and 
SO0% fragments were in the full-length form. A total of 1 098 expressed sequence tags ( ESTs) were 
generated successfully after editing and trimming the vector and ambiguous sequences, and 789 unigene 
sequences were identified, including 132 contigs and 657 singlets. The assembled 789 ESTs were 
analyzed with Blast in NT, NR and SWISSPORT database of NCBI. The Blast analysis showed that 218 
ESTs (27. 62% ) had no comparable sequences in databases, 119 ESTs (15.08% ) had no definite 
annotations , and the rest 452 ESTs (57.29% ) had high homologies with the available sequences, which 
had definite annotation with over 300 protein products. Through this study, a high-quality cDNA library 
of the larval midgut of H. armigera has been constructed, which will be a useful tool for studing gene 
functions in H. armigera midgut. 
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棉铃 虫 Helicoverpa armzieerau (Hiibner) 属 饼 芭 有 目 
夜 峨 科 ，, 是 一 种 世界 性 分 布 的 重要 农业 害虫 , 20 世 
纪 90 年 代 初 棉铃 虫 就 对 我 国 的 棉花 生产 造成 了 巨 
大 的 经 济 损失 ( 吝 予 元 , 1998) ， 当 时 棉铃 虫 的 防治 
主要 依赖 于 化 学 药剂 , 这 不 仅 对 环境 和 人 畜 造 成 了 
严重 的 危害 , 还 产生 了 严重 的 害虫 抗 药性 问题 ( Wu 
and Cuo，2005 ) 。1997 年 以 来 , 随 着 转 Bt Cry74ce 
基因 棉花 大 面积 商业 化 种 植 , 棉铃 虫 的 危害 也 得 到 
了 很 好 的 控制 。 到 2006 年 转基因 棉花 已 广泛 种 植 
于 我 国 各 个 棉 区 , 面积 达 400 万 公顷 , 占 全 国 棉花 
总 种 植 面 积 的 70% ( 吴 孔 明 , 2007)。 但 是, 随 着 转 
Bt 基因 作物 种 植 面 积 的 迅速 增长 , 转 入 的 Bt 基因 
在 作物 体内 持续 表达 , 使 得 害虫 在 整个 生长 周期 都 
受到 Bt 杀 忠 和 蛋 日 的 高 压 选 择 。 梁 车 梅 等 (2000) 用 
Bt 杀 虫 剂 、Bt 毒 重 日 和 转 Bt 基因 棉 进 行 室内 往 选 
棉铃 虫 的 抗 性 种 群 , 经 16 代 筛 选 , 棉铃 忠 对 3 种 
Bt 都 可 以 产生 抗 性 ,而 目前 棉铃 虫 对 Bt 毒 蛋 日 的 
抗 性 达 3 000 多 倍 , 对 Bt 杀 虫 剂 抗 性 为 2 000 多 倍 
(Liang et al., 2008 ) 。Li 等 (2007) 利 用 FL 和 E2 代 
生 测 法 发 现 , 中 国 北方 大 规模 种 植 的 Bt 棉花 田间 
棉铃 虫 对 CrylAc 的 抗 性 基因 频率 发 生 了 改变 , 定 
量 遗 传 模拟 分 析 结 有 果 表 明 如 果 没 有 有 效 的 抗 性 治理 
有 策略 实施 , 在 十 几 年 间 棉 铃 忠 对 Bt 棉花 的 抗 性 水 
平 将 达到 很 高 的 水 平 。 因 此 棉铃 虫 对 Bt 的 抗 药 性 
已 成 为 一 个 不 容 忽视 的 问题 ， 而 棉铃 虫 对 Bt 的 抗 
性 机 制 也 成 为 国际 研究 的 热点 问题 。 

中 肠 是 昆虫 消化 和 吸收 的 主要 部 位 ,也 是 很 多 
农药 发 挥 作用 的 部 位 ,药剂 通过 昆虫 口 絮 进入 消化 
道 被 中 肠 吸收 , 通过 循环 系统 到 达 作 用 部 位 引起 昆 
虫 中 毒 致死 。Bt 毒 重 日 则 在 昆虫 中 肠 内 的 溶解 , 通 
过 中 上 肠 蛋 日 酶 的 作用 水 解 为 有 活性 的 毒素 , 有 活性 
的 Cry 毒素 结合 到 中 肠 的 特异 性 受 体 上 ,毒素 亚 基 
低 聚 形成 孔洞 结构 并 插入 到 顶 膜 上 , 这 些 孔洞 允许 
离子 和 水 分 自由 出 入 细胞 ,导致 细胞 膨胀 和 和 裂解， 
最 终 造成 昆虫 死亡 (Schnepf et al.，1998 ) 。Bt 毒 蛋 
日 发 挥 毒 力 过 程 中 任何 改变 都 有 可 能 导致 昆虫 对 
Bt 产生 抗 性 ( Akhurst et al., 2003; Gunning et al.，, 
2005) ,目前 发 现 的 主要 抗 性 机 制 都 与 中 肠 有 关 ， 
如 中 肠 和 蛋白 酶 的 改变 、 中 肠 受 体 的 改变 与 中 肠 结合 
能 力 的 改变 、 酯 酶 活力 提高 、 抗 氧化 能 力 增 强 、 中 
肠 上 皮 细 胞 修复 速率 加 快 等 ( 陈 利 珍 , 2008) ,其 中 
中 肠 受 体 和 蛋白 的 改变 被 认为 是 最 主要 的 抗 性 机 制 。 

昆虫 中 肠 受 体 和 蛋白 主要 包括 氨 肽 酶 N、 类 和 钙 烙 
和 集 日 、 碱 性 磺 酸 酯 酶 等 , 中 国 农业 科学 院 植 物 保护 


研究 所 已 经 对 棉铃 虫 中 肠 上 一 些 重要 Bt 受 体 蛋 日 
和 绪 合 借 日 进行 了 人 研究 , 克隆 了 棉铃 虫 钉 粘 和 蛋 日 、 
两 个 碱 性 克 酸 酯 酶 以 及 捞 基 氨 肽 酶 N 基因 , 并 进行 
原核 表达 , 将 表达 之 后 的 重 日 做 重 日 杂交 实验 , 表 
明 这 些 重 日 都 能 与 CrylAc 毒素 结合 ; 灾 光 定量 
PCR 结果 表明 这 些 基因 在 抗 感 品系 中 表达 量 都 不 
一 致 ; 实验 结果 表明 这 些 基因 都 与 棉铃 虫 抗 性 有 关 
( 王 桂 训 等 , 2003 , 2004; Liang et al., 2004; Ning et 
al.,，2010) 。 最 近 经 过 有恒 日 组 学 等 方法 又 发 现 了 一 
些 新 的 可 能 与 Bt 抗 性 相关 的 新 基因 和 蛋白。 构建 
cDNA 文库 是 发 现 并 分 离 珊 隆 新 基因 最 有 效 的 方 
法 , 它 包 含 了 特定 组 织 在 某 一 时 期 表达 的 完整 
mRNA 信息 。 而 关于 棉铃 虫 中 肠 的 cDNA 文库 构建 
还 未 见报 道 , 因此 , 我 们 构建 了 棉铃 虫 中 肠 均一 化 
的 cDNA 文库 , 不 仅 可 以 利用 文库 筛选 与 棉铃 虫 Bt 
抗 性 相关 的 未 知 功能 基因 , 也 可 以 为 研究 棉铃 虫 中 
肠 各 类 基因 、 重 日 侈 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 及 主要 试剂 
1.1.1 试 虫 : 棉铃 虫 采 用 于 1996 年 采 目 河南 新 乡 
市 棉田 ,一 二 在 室内 用 人 工 饲 料 饲养 , 未 接触 任何 
Bt 毒素 和 杀 虫 剂 的 敏感 品系 。 取 棉铃 虫 5 龄 幼虫 ， 
腹部 纵 问 前 开 , 取出 中 肠 , 去 挥 中 肠 内 含 物 , 剩 下 
的 组 织 用 冰冷 的 0.7% NaCl 冲洗 ( 冰 上 操作 )。 吸 
干 水 , 置 于 -80 保存 。5 头 试 虫 的 中 肠 作 为 一 个 
处 理 , 3 次 重复 。 
1.1.2 试剂 : SMART cDNA 文库 构建 试剂 盒 购 
目 Clontech 公司 ; Trizol Reagent 购 自 Invitrogen 公 
司 ; 均一 化 试剂 盒 购 目 Evrogen 公司 ; 日 的 片段 回 
收 试剂 使 购 自 Qiangen 公司 ; 其 他 试剂 均 为 国产 和 
进口 分 析 纯 。 
1.2 ”RNA 的 提取 

用 Invitrogen 公司 的 Trizol 试剂 盒 提 取 覃 铃 虫 
中 肠 (0. 10 g) 总 RNA, 经 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 其 质 
量 , 用 分 光 光 度 计 检 测 其 纯度 。 
1.3 cDNA 第 一 、 二 链 的 合成 

cDNA 第 一 、 二 链 的 合成 采用 Clontech 公司 的 
Creator SMART cDNA Construction Kit 试剂 盒 。 采 用 
LD-PCR( long distance PCR ) 扩 增 cDNA 第 一 链 以 获 
得 双 链 cDNA。 取 1 AL 总 浓度 为 1.1 pg/kL 的 根 
铃 虫 中 肠 组 织 总 RNA, 在 反 转 录 酶 的 作用 下 合成 
cDNA 第 一 链 。 经 LD PCR 扩 增 cDNA 第 一 链 以 获 
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得 双 链 cDNA, 取 5 pL 产物 电泳 检测 cDNA 合成 结 
果 ; 设置 DL2000 Plus Marker。 进 行 下 一 步 操 作 或 
将 产物 保存 于 -20 人。 
1.4 均一 化 处 理 

根据 Trimmol/Ler-Director Kit ( Evrogen， Cat. 
No. NK002 ) 操作 使 用 QIAquick PCR Purification Kit 
将 合成 的 双 链 cDNA 的 PCR 体系 纯化 , 将 cDNA 溶 
于 15 pL 无 菌 水中, 取 1 kL 测定 浓度 , 用 无 落水 调 
方 浓度 在 100 ng/pL 左右 杂交 前 , 将 杂交 液 室温 放 
置 15 ~20 min, 确保 杂交 液 中 无 这 演 。 
1.4.1 杂交 : 在 0.2 mL 无 菌 离心 管 中 加 入 下 列 成 
分 SMART-prepared ds-cDNA (1 200 ng 溶解 的 
cDNA) 9 pL, 4 x Hybridization buffer 3 jL, 总 体积 
12 pL。 混 匀 , 短暂 离心 。 将 样品 分 成 4 等 份 , 每 个 
PCR 管 中 加 入 2 滴 矿 物 油 , 室温 , 13 000 rpm，, 离心 
2 min。98 人 温浴 2 min, 68 作 温浴 5 h。 
1.4.2 特异 性 双 链 核酸 酶 (duplex-specific nuclease， 
DSN ) 处 理 : 准备 1/2 们 (1 wL DSN storage buffer 和 
1 pL DSN 反应 液 混合 ), 冰 上 放置 68Y 预 热 DSN 
master buffer。 在 每 个 PCR 管 中 加 入 5 pL 预 热 的 
DSN master buffer, 混 匀 , 短暂 离心 收集 , 快速 放 回 
68C。68 亿 保温 10 min。 按 表 1 中 所 示 , 分 别 加 入 
各 个 组 分 。68 信 保温 25 min。 每 管 加 入 10 jhL stop 
solution, 混 匀 ， 短暂 离心 。68C 保温 5 min。 将 
PCR 管 放 到 冰 上 。 加 入 20 pL 灭 菌 水 混 匀 。 

表 1 DSN 处 理 梯度 
Table 1 Concentration gradient treated by DSN 


组 分 管 1Tube 1 管 2 Tube2 管 3 Tube3 
Constituents ( DSN1) ( DSN1/2) ( Control ) 
DSN1 1 AL 一 一 
DSN1/2 一 1 pL 一 
DSN storage buffer 一 一 1 pL 


Control ; DSN storage buffer. 


1.4.3 对 DSN 处理 的 样品 进行 第 一 次 PCR 扩 增 : 
对 每 个 样品 , 在 灭 菌 的 PCR 管 中 加 入 以 下 组 分 。 
cDNA (DSN 处 理 稀释 后 ) 1 pL, ddH,O 40. 5 _ ML， 
10 x Advantage 2 PCR Buffer 3 nL, 50 x dNTP Mix 
(10 mmol/L of each) 1 pL, Evrogen PCR primer M1 
1.5 mL, 50 x Advantage Polymerase Mix 1 pL, 总 体 
积 50 AL。 混 匀 , 短暂 离心 。 按 照 下 面 的 PCR 程序 
进行 第 一 次 PCR 扩 增 。 预 变性 95C 1 min, 变性 
95%C 15 s, 退火 66Y 20 s, 延伸 72Y 3 min, 7 个 循 


环 。 将 所 有 样品 全 部 进行 7 个 PCR 循环 。 用 对 照 
来 确定 最 佳 PCR 循环 数 ,， 其余 的 放置 冰 上 。 从 以 
下 几 个 步骤 扩 增 的 产物 中 取出 5 pL, 电泳 检测 , 根 
据 电泳 结果 判断 最 佳 循 环 数 。(1) 从 7 个 循环 的 对 
照 中 取出 12 pL 到 一 个 新 的 PCR 管 中 。 将 对 照 放 
回 PCR 仪 中 ,再 增加 两 个 循环 (共计 9 个 循环 ) 。 
(2) 取 出 12 pL 到 新 的 PCR 管 中 。 将 对 照 放 回 PCR 
仪 中 , 再 增加 两 个 循环 (共计 11 个 循环 ) 。(3 ) 取 
出 12 pL 到 一 个 新 的 PCR 管 中 。 将 对 照 放 回 PCR 
仪 中 , 再 增加 两 个 循环 (共计 13 个 循环 ) 。 然 后 将 
冰 上 放置 的 7 个 循环 的 所 有 样品 再 增加 X -7 +9 
个 循环 数 。PCR 结束 后 每 个 样品 取 5 pL 电泳 检测 。 
根据 电泳 结果 挑选 出 均一 化 效率 高 的 样品 。 如 有 果 有 
两 个 或 两 个 以 上 样品 的 均一 化 效率 都 很 高 , 将 这 些 
站 品 合并 到 一 个 1.5 mL 管 中 , 混 勾 。 
1.S 目的 片段 回收 、 连 接 转 化 及 菌落 鉴定 

用 QIAquick PCR Purification Kit 试剂 盒 将 1/2 
酶 处 理 和 1 倍 酶 处 理 双 链 的 cDNA 纯化 , 终 体积 
80 pL ddH,0 溶解 。 用 Sfi I 进行 酶 切 , 将 酶 切 产物 
的 1~3 kb 区 域 切 下 ,然后 用 QIAdquick Gel 
Extraction Kit 试剂 盒 回 收 , 测定 浓度 。 将 目的 卢 段 
和 载体 pDNR-LIB 按照 比例 在 T4 DNA Ligase 的 作 
用 下 连接 过 夜 , 体系 为 10 kL。 所 有 的 连接 产物 在 
做 转化 前 通过 Millipore 的 膜 纯化 1 h 去 除 盐 离子 得 
到 连接 产物 。 最 后 , 取 2 pL 连接 产物 采用 电 转 化 
法 将 其 转化 到 感受 态 细 胞 DH10B 内 ,37C 过 夜 培 
养 。 计 算 平 板 上 的 克隆 数 , 挑 取 30 个 元 隆 进 行商 
沙 PCR 鉴定 。 电 泳 检 测 , 粗略 鉴定 插入 片段 的 大 
小 及 小 片段 率 。 
1.6 cDNA 克隆 的 EST 测序 与 拼接 

EST 测序 主要 包括 模板 制备 、 测序 反应 、 序 列 
识别 等 流程 。 模 板 制备 主要 步骤 包括 文库 铺 板 培 
养 、 大 量 随机 挑 取 菌 落 (cDNA 元 隆 )、 细 菌 增殖 、 
质粒 DNA 提取 、 电 泳 鉴 定 等 。 本 人 研究 以 T7 (5 
TAATACGACTCACTATAGGCG-3 ) 为 引物 从 S 端 进 
行 测序 , 测序 工作 在 北京 华 大 基因 研究 中 心 完成 ; 
获得 的 ESTs 数据 运用 Phrep 软件 对 EST 数据 进行 
Basecalling 操作 ， 用 Crossmatch 程序 去 除 载 体 ， 对 
已 经 去 除 载 体 的 序列 进行 去 PolyA、 过 滤 短 的 序列 。 
然后 用 Phrap 软件 对 高 质量 序列 进行 组 装 拼接 , 参 
数 为 程序 默认 值 ， 拼 接 后 得 到 的 一 致 序列 包括 : 
ESTs 的 重 笃 群 (congtigs) 和 单 拷 由 (singlets ) 。 
1.7 ESTs 数据 分 析 

用 软件 Getorf 对 序列 进行 预测 。 用 Unigene 跟 
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NT, NR 和 SWISSPORT 等 数据 库 进 行 Blast 比 对 ， 
比 对 时 e 值 设置 为 1e-5; 调用 Kegg 库 中 分 类 文件 
及 Map 文件 夹 对 Kegg 比 对 结果 进行 分 类 和 画 代 谢 
图 ; 调用 Cog 库 中 分 类 文件 对 Cog 比 对 结果 进行 分 
类 ; 迅速 获得 大 部 分 基因 功能 信息 , 进一步 挖掘 序 
列 背 后 的 生物 学 意义 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 总 RNA 的 提取 

采用 TRIZOL Reagent 提取 获得 棉铃 虫 总 RNA ， 
经 紫外 分 光 光 度 计 分 析 表 明 , D/AD2wo 介 于 1.9 ~ 
2.0 之 间 , 纯度 较 高 。 电 泳 检测 ,可 见 28S 和 18S 
条 带 清 晰 (图 1: A), 可 用 于 进一步 的 文库 构建 。 
2.2 ”cDNA 双 链 的 合成 

PCR 产物 在 腕 上 应 该 是 0.1 ~3 kb、 具 有 一 些 
明亮 的 带 ( 丰 富 RNA 产物 ) 的 系列 产物 ， 当 然 不 同 
细胞 可 能 不 同 , 而且 高 度 复 杂 的 RNA 没有 明显 的 
亮 带 。 从 图 1(B) 看 , Smear 条 带 在 0.2$ ~5 kb 之 
间 , 表明 完整 性 较 好 ， 有 多 条 明显 的 高 揽 贝 基因 
市 ,表明 有 高 丰 度 基因 。 
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图 1 棉铃 虫 中 肠 总 RNA(A) 和 双 链 cDNA(B) 的 
琢 脂 糖 凝 胶 电 访 
Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of total RNA (A) and 


ds-cDNA (B) of Helicoverpa armigera midgut 
1; 双 链 cDNA Double stranded cDNA; M: DL2000 Plus Marker 


2.3 均一 化 处 理 

经 过 杂交 ，DSN 处 理 以 及 PCR 扩 增 , 取 5 pL 
不 同 循环 数 的 PCR 扩 增 产物 电泳 检测 , 发 现 9 个 循 
环 是 最 佳 循 环 数 。 按 照 最 佳 循 环 数 是 9 计算 9 - 
7+9=11, 其 余 PCR 加 11 个 循环 。 取 7 pL PCR 产 
物 电 泳 检测 (图 2)。 从 电泳 图 上 看 高 拷贝 基因 都 已 


去 除 干 次, 都 可 以 用 于 后 续 试 验 。 


1 2 3 M 





图 2 棉铃 虫 中 肠 均一 化 处 理 双 链 cDNA 琼脂 糖 凝 胶 电泳 
Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of normalized cDNA of 
Helicoverpa armigera midgut 
1:1 pL DSN 酶 处 理 Treatment with 1 pL DSN enzyme; 2: 0.5 pL 

DSN 酶 处 理 Treatment with 0.5 pL DSN enzyme; 3: 对 照 Control. 


2.4 cDNA 文库 质量 的 鉴定 

计算 平板 上 的 克隆 , 文库 滴 度 2 x 10"” pfu/mL， 
用 蓝 白 筛选 鉴定 重组 率 为 100% , 宛 余 度 为 10% ， 
全 长 率 为 30% 。 随 机 挑 取 30 个 殉 隆 进行 菌落 PCR 
鉴定 (图 3), 发 现 插入 片段 基本 在 1 ~3 kb 之 间 ， 
平均 大 于 1 kb, 达到 建 库 要 求 , 重组 率 为 100% 。 
2.5 EST 序列 测定 与 拼接 

本 实验 共 测 了 1 330 个 克隆 , 经 Crossmatch 程 
序 去 除 低 质量 的 序列 后 最 终 得 到 1 098 条 有 效 ESTs 
序列 ， 其 平均 长 度 为 474 bp。 使 用 Phrap 默认 参数 
拼接 后 得 到 132 个 重 县 群 和 657 个 单 捞 贝 ， 共计 
789 条 单 基因 簇 (unigene ) 。 
2.6 序列 分 析 

将 聚 类 拼接 后 的 789 条 ESTs 序列 在 NT，NR 
和 SWISSPORT 库 中 进行 本 地 化 搜索 , 搜索 结果 表 
明 : 218 条 序列 (27. 62% ) 没有 注解 ; 119 条 序列 
(15.08% ) 注解 不 明确 ; 452 条 序列 (57.29% ) 有功 
能 注解 , 并 表达 300 多 种 基因 产物 ,如 所 肽 酶 、 羧 
上 肽 酶 、 热 激 和 蛋 日 、 冷 休克 和 蛋白、 细胞 色素 P450、V- 
ATP 酶 亚 基 、 肌 动 蛋白 、 几 了 丁 质 结 合 蛋 白 、 丝 氮 酸 
生日 酶 、 核 糖 核酸 酶 、 胰 重 日 酶 、 胰 凝 乳 重 日 酶 等 。 
有 注解 的 序列 大 部 分 都 与 昆虫 的 基因 序列 有 很 高 的 
同 源 性 。 调 用 Cog 库 中 分 类 文件 对 Cog 比 对 结果 进 
行 分 类 , 结果 有 166 个 序列 比 对 上 , 结果 见 表 2。 
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图 3 棉铃 虫 中 肠 cDNA 文库 插入 片段 的 PCR 鉴定 
Fig. 3 PCR analysis of recombinant clones from the cDNA library of Helicoverpa armigera midgut 


3 讨论 


目 20 世纪 70 年 代 首 例 cDNA 克隆 问世 以 来 ， 
已 用 构建 和 租 选 cDNA 文库 的 方法 克隆 了 很 多 基 
因 。 最 初 的 cDNA 克隆 技术 主要 适用 于 获得 高 丰 度 
mRNA 的 拷贝 , 即 通过 使 用 相应 的 核酸 或 抗体 控 针 
来 粒 选 富 含 该 mRNA 的 组 织 cDNA 文库 来 克隆 目的 
cDNA; 对 于 那些 低 丰 度 mRNA 的 拷贝 , 通常 需要 
凶 选 有 大 量 克 隆 的 文库 , 才能 获得 相应 的 cDNA。 
均一 化 文库 是 指 在 cDNA 文库 中 , 特定 组 织 、 细 胞 
或 锅 官 中 表达 的 所 有 基因 的 拷贝 数 相 等 或 接近 
(Patanjali et al., 1991), 增加 克隆 低 丰 度 mRNA 的 
机 会 , 适用 于 分 析 各 种 发 育 阶 段 或 各 种 组 织 的 基因 
表达 及 突变 检测 ; 高 丰 度 mRNA 降低 ,避免 大 量 的 
重复 测序 , 市 约 EST 测序 成 本 。 本 实验 共 测 了 1 
330 个 克隆 , 得 到 1 098 个 有 效 序 列 , 并 表达 300 多 
种 基因 产物 , 如 氨 肽 酶 、 凑 肽 酶 、 热 激 蛋 昌 、 冷 休 
克 和 借 归 、 细胞 色素 P450、V-ATP 酶 亚 基 、 肌 动 蛋 日 
和 几 丁 质 结合 蛋白 等 。 但 是 我 们 没有 发 现 钙 精 蛋 
日 , 由 于 钉 精 蛋白 的 编码 框 长 达 5 190 bp, 对 于 
mRNA 很 长 、 或 其 结构 复杂 的 基因 而 言 , SMART 方 
法 存在 没有 解决 逆转 录 酶 在 未 移 到 mRNA 的 5' 端 
就 可 能 提前 终止 逆转 录 反 应 的 固有 缺陷 ( 潘 鸿 春 
等 , 2005 ) 。 对 于 碱 性 磷酸 酯 酶 来 说 , 通过 Blast 比 
对 , 只 检索 到 一 个 与 其 相似 的 结 采 , 这 应 该 与 测序 
的 数量 有 关系 。 尽 管 如 此 , 在 克隆 目的 基因 全 长 
cDNA 序列 的 实践 中 ，SMART 技术 仍然 不 失 为 值得 
优先 选择 的 方法 。 


本 文通 过 SMART 技术 构建 了 均一 化 cDNA 文 
库 ，SMART 技术 可 以 充分 利用 反 转 录 酶 
Powerscript ”RT 和 限制 内 切 酶 SKI 的 特性 来 获得 
全 长 cDNA( 刘 卫 辉 和 密 科 峰 ,，2008 ) 。 随 着 对 不 同 
种 生物 及 每 种 生物 生理 和 病理 情况 下 基因 进行 系统 
研究 的 需要 , 利用 SMART 技术 已 构建 了 许多 不 同 
生物 不 同 组 织 的 cDNA 文库 , 广泛 应 用 到 各 个 领 
域 , 如 医学 (刘辉 等 ,2008)、 水 产 ( 王 在 照 等 ， 
2003 ) 、 作 物 育种 ( 瞧 东 辉 等 , 2007 )、 植 物 病理 ( 王 
沛 雅 等 , 2009 ) 和 微生物 ( 赵 圣 国 等 , 2008 ) 等 方面 。 

近 几 年 来 , 这 种 技术 也 越 来 越 多 地 应 用 于 农业 
昆虫 和 害虫 防治 的 基础 性 研究 工作 中 。 李 其 等 
(2008 ) 构建 了 野 桑 看 Bombyx mandarina 脑 组 织 
cDNA 文库 ,从 文库 的 测序 结果 中 获得 野 桑 看 化 学 
感受 蛋 日 (chemosensory proteins ，CSP3 ) 基因 完整 的 
开放 阅读 框 并 对 其 进行 了 序列 分 析 ; 聂 瑞 娥 等 
(2008 ) 构建 了 日 本 通 草 蛤 Chrysoperla nipponensis 
( Okamoto) cDNA 文库 , 对 部 分 ESTs 序列 进行 生物 
信息 学 分 析 , 预测 了 基因 产物 并 进行 了 基因 进化 树 
分 析 ; 刘 小 民 等 (2010 ) 成 功 地 构建 了 大 黑 鳃 金龟 构 
建 大 黑 鲁 金龟 Holotrichia oblita 中 肠 组 织 cDNA 文 
库 ; 杨 伟 秋 (2009 ) 构建 了 褐 飞 恒 Nilaparavata lugens 
厂 虫 均一 化 全 cDNA 文库 ,从 文库 中 得 到 了 一 些 与 
褐 飞 乔 生长 发 育 相关 的 基因 ， 如 转运 蛋白 相关 基因 、 
褐飞虱 防御 相关 基因 、 褐飞虱 埃 型 分 化 相关 基因 、 褐 
飞 翅 物 质 代 谢 和 能 量 代谢 相关 基因 及 其 他 一 些 重 要 
基因 , 为 防治 褐 飞 乔 的 研究 芮 定 了 基础 ; 李 杰 等 
(2010) 通 过 构建 棉铃 虫 中 肠 cDNA 表达 文库 多 选 到 
19 个 克隆 围 食 膜 蛋白 的 基因 ; 张 志 宏 等 (2002) 成 功 
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表 2 棉铃 虫 中 肠 序列 的 蛋白 功能 分 类 
Table 2 Classification of the protein functions of 
Helicoverpa armigera midgut sequences 

分 类 数目 


Class definition 


转录 后 修饰 , 蛋白 折 盖 , 分 子 伴侣 


百分比 


Number Percentage 


Posttranslational modification , protein turnover, 27 16 
chaperones 
一 般 性 功能 预测 
， ， ， 25 15 
General function prediction 
能 量 释放 和 转换 ) 
Energy production and conversion 
翻译 ,核糖 体 结构 和 生物 发 育 
Translation, ribosomal structure and biogenesis 
糖 类 的 运输 和 代谢 
. 15 9 
Carbohydrate transport and metabolism 
氨基 酸 的 运输 和 代谢 
. . . 11 6.6 
Amino acid transport and metabolism 
脂 类 的 运输 和 代谢 ,1 
Lipid transport and metabolism 
辅酶 的 运输 和 代谢 sg 
Coenzyme transport and metabolism 
言 号 转 导 和 代谢 
. . . 7 4.2 
Signal transduction mechanisms 
刀 . 加 
细胞 骨架 6 3.6 
Cytoskeleton 
细胞 壁 / 膜 / 胞 外 被 膜 的 生物 发 育 1 
Cell wall/ membrane/ envelope biogenesis 
核 苷 酸 的 运输 和 代谢 1 
Nucleotide transport and metabolism 
功能 未 知 ,i 
Unknown function 
Replication, recombination and repair 
RNA 处 理 和 修饰 7 1 2 
RNA processing and modification 
细胞 内 的 运输 , 分 泌 和 小 泡 运 输 
Intracellular trafficking , secretion, 1 0.6 
and vesicular transport 
细胞 循环 控制 , 细胞 分 化 , 染色 体 分 区 
Cell cycle control cell division, 1 0.6 
chromosome partitioning 
转 尼 . 1 0.6 
Transcription 
无 机 离子 的 运输 和 代谢 ,6 


Inorganic ion transport and metabolism 


地 构建 了 棉铃 虫 肉 性 成 虫 脂肪 体 的 cDNA 文库 。 

经 过 聚 类 拼接 、 比 对 , 我 们 发 现 棉铃 虫 中 肠 内 
有 注释 的 300 多 种 基因 产物 主要 包括 以 下 一 些 功 
能 : 转录 后 修饰 ， 重 日 折 琶 ,分 子 伴侣 , 能 量 释 放 


和 代谢 ， 氮 基 酸 的 运输 和 代谢 ， 脂 类 的 运输 和 代 
谢 , 辅酶 的 运输 和 代谢 , 信号 转 导 和 代谢 , 细胞 骨 
染 的 生物 发 生 学 , 核 车 酸 的 运输 和 代谢 , 复制 、 重 
组 和 修复 ,， RNA 处 理 和 修饰 , 细胞 内 的 运输 , 分 泌 
和 小 泡 运 输 , 细胞 循环 控制 , 细胞 分 化 , 染色 体 分 
区 , 转录 , 无 机 离子 的 运输 和 代谢 等 。 这 说 明基 因 
的 功能 履 盖 面 很 广 。 
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